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論文内容要旨
 圧負荷による心肥大は,心筋における虚血障害を増悪する。そのメカニズムとして肥大ととも
 におこる冠予備能の低下,カルシウム代謝,エネルギー代謝オキシゲンラジカル代謝の変化等
 が示唆されている。しかし,虚血に対する心筋自身の防御反応の変化については,あまり調べら
 れていない。
 熱ショック蛋白質(HSP)は心筋において虚血によって発現が誘導され,虚血障害を防御する
 作用があると考えられている。肥大心筋の虚血耐性低下の原因として,防御反応の一つである
 HSP発現の低下があるのではないかと考え,以下の仮説を検証した。(1)圧負荷肥大心筋におけ
 る虚血時のHSP発現は,正常心の発現と比較し低下しているか。(2)もしそうであるならば,圧
 負荷による心肥大を抑制すると報告されているアンジオテンシン変換酵素(ACE)阻害剤は,
 圧負荷心の虚血時HSP発現を正常化するか。
 ラットの上行大動脈を外径L4㎜に狭窄し,同時に左冠動脈にスネアを留置し4週間飼育した
 (肥大群,n二20)。上行大動脈を狭窄したもう一群のラットは,ACE阻害剤シラザプリル(10-
 15㎎/㎏/day)を4週間飲水より投与した(シラザプリル群,n=6)。肥大のないコントロール
 として,スネア留置のみを行ったラットを同期間飼育した(コントロール群,n=22)。4週後
 心電図監視下に,開胸せずにスネアを牽引して5または10分の虚血を心筋に与えスネアを開放
 し,0,0.5,1,2,4時間後に心臓を摘出した。スネアを結紮して大動脈より逆行性に色素を注入
 し,虚血域・非虚血域を分離した。それぞれのサンプルのHSP72,73mRNAあるいは蛋白の発
 現をnorthem,westemblottingで比較した。
 4週後の心重量(mg)はコントロール群493±8,肥大群619±17,シラザプリル群512±22で,
 肥大群はコントロール群と比較し有意に大きく(p<0・01),シラザプリル群はコントロール群と
 比較し有意差がなかった。
 5分虚血後0.5,1,2,4時間では,肥大群虚血域におけるHSP72,73mRNA発現は,コント
 ロール群と比較して有意に低かった(HSP72は,多重比較でp<0.001,HSP73はt一検定で1時
 間でp<0.01,2時間と4時間でp<0.05)。全経過を通して非虚血域では両群でHSP72mRNA
 は殆ど発現せず,HSP73mRNA発現は変化しなかった。虚血後0時間での両群の虚血域での
 HSP72蛋白は発現しておらず,4時間では肥大群の発現はコントロール群の約1/2であった(p
 <0.05)。即ち,肥大心筋において虚血によって発現されるHSP72,73はmRNAあるいは蛋白
 レベル低下していた。
 虚血暗闇を10分に延長し0.5時間では,肥大群でのHSP72mRNA発現は同群の5分虚血によ
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 る発現と比較し有意に上昇した(p<0.05)。コントロール群においては虚血時間の長さによる発
 現の差はなかった。10分虚血0.5時間において肥大群のHSP72,73mRNAの発現はコントロー
 ル群と比較し有意差はなかった。即ち,虚血時間を10分に延長することにより,肥大心におい
 ても肥大のない心筋と同程度のHSPmRNAの発現がみられた。
 5分虚血0・5・1時間での,シラザプリル群におけるHSP72,73mRNA発現はコントロール群
 と比較し有意差がなく,肥大群と比較し有意に大きかった(各時間でp<0.05)。即ち,圧負荷
 が続いているにも係わらず,シラザプリルは心筋の虚血時HSP発現を増加させた。
 圧負荷肥大心筋において,肥大とともにおこる遺伝子変化については多数報告があるが,刺激
 が誘発する遺伝子レベルの反応の変化については,あまり報告がなかった。本研究は,圧負荷肥
 大心筋における虚血時のHSP発現低下と,そのことが虚血耐性低下のメカニズムの一つである
 可能性を初めて提示した。肥大心においてHSP72mRNAの発現低下と対比し蛋白発現低下の程
 度が少ないことより,転写調節が変化しており翻訳の過程は保たれていることが考えられる。ま
 た圧負荷心においてACE阻害剤が虚血時の遺伝子反応を変化させる効果は,現在まで報告がな
 かった。この効果が心筋肥大抑制の結果起こったのか,あるいは独自の作用であるかは明らかで
 はない。
 以上より2っの結論を得た。(1)圧負荷肥大心において虚血時のHSP72,73の発現は低下して
 いた。(2)長い虚血あるいはACE阻害剤の投与は,圧負荷心筋の虚血時HSP72,73mRNA発現
 を変化させた。
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 審査結果の要旨
 高血圧患者の疫学的研究,モデル動物の実験から,肥大心は虚血性心疾患の罹患率,重症度を
 増加させることが知られている。圧負荷による心肥大は,心筋の虚血による障害を増悪する。肥
 大心の虚血に対する耐性低下の原因として,著者は心筋自身の防御反応の低下を考えた。熱ショッ
 ク蛋白質(HSP)は心筋の血流障害時に発現し,損傷に防御的に働くと考えられている。著者は,
 冠動脈閉塞による心筋のHSP発現が肥大心において低下しているという仮説をたて,以下の方
 法で検証した。
 ラットの上行大動脈を狭窄し,左冠動脈にスネアを留置,4週飼育後開胸せずにスネアを牽引
 して冠動脈を5分間閉塞し,0.5,1,2,4時間後に心臓を摘出した。スネアを結紮して大動脈よ
 り逆行性に色素を注入し,閉塞冠動脈の灌流域を分離した。肥大心のHSP72,73mRNA,蛋白
 質発現をNorthem,WestemBlottingによって正常心筋と比較した。
 圧負荷により左心重量は約26%増加した。肥大心では5分の冠動脈閉塞後0.5,1,2,4時間
 でHSP72,73mRNA発現は,正常心筋と比較し有意にひくかった。4時間で蛋白レベルの発現
 は肥大のない心筋の約1/2であった。閉塞時間を10分に延長すると,肥大心のHSP72,
 73mRNAは0.5時間で著明に発現し,正常心筋と同程度であった。上行大動脈を狭窄したもう
 一群のラットに,アンジオテンシン変換酵素阻害剤シラザプリル(io-15㎎/㎏/day)を4週間
 飲水より投与すると,心肥大はおこらず,5分の冠動脈閉塞後0.5,1時間でHSP72,73mRNA
 発現は正常心筋と同程度であった。以上より,(1)圧負荷肥大心において冠動脈閉塞による
 HSP72,73発現は低下していた,12)閉塞時間の延長あるいはシラザプリル投与は,肥大心の
 HSP72,73mRNA発現を上昇させた,という2っの結論を得た。
 肥大心筋の血流障害に対する自己防御反応の変化に着目したことは,著者独自のものである。
 肥大心において虚血刺激に対する遺伝子の反応をmRNA,蛋白質レベルで報告した研究は現在
 まだなかった。肥大心筋において冠動脈閉塞によるHSPの発現がmRNA,蛋白レベルで低下し
 ていることが初めて示された。著者によって得られた結果は仮説に答えるのに充分で,かっメカ
 ニズムを示唆する知見(アンジオテンシンnの生成抑制あるいは肥大の抑制が遺伝子レベルの反
 応を正常化する)が得られた。以上の点より,本研究は学位論文としてふさわしいと考えられた。
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